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和 Myc-Smurf1 质粒瞬时共转染 HEK-293T 细胞，加入用于筛选的粗提物及小分子
化合物后检测 YFP/CFP 的相对荧光强度比值，通过该比值的变化对在癌症发生发
展中起重要作用的 E3 泛素连接酶 Smurf1 的调节剂进行了初步筛选，并得到了 1
个抑制 Smurf1 活性的小分子化合物 A5。 
实验结果表明筛选得到的小分子化合物不仅能够抑制 Smurf1 对其底物
Smad1 的降解，也能够抑制对它的另外一个底物 RhoA 的降解。同时，体外实验
证明了这个小分子化合物可以抑制与Smurf1具有高度同源性的Smurf2的自身泛
素化，因此该化合物很可能是作用于 Smurf1 与 Smurf2 的 HECT 结构域，从而抑
制其泛素连接酶的活性。细胞实验结果显示，这个小分子化合物可以通过影响
RhoA 的活性来抑制 HEK-293T 细胞的细胞突触形成。用流式细胞仪分析 HEK-293T
的细胞周期发现小分子化合物处理后使细胞发生 G2/M 期停滞，可能是通过影响
Smurf2 的活性而影响了细胞分裂的过程。MTT 结果表明化合物对 HeLa 细胞的半
数抑制浓度 IC50为 5.29μmol/L。 
我们的研究证明了我们所建立的筛选系统可以用于在细胞水平上高通量筛
选 E3 泛素连接酶的调节剂。同时，我们筛选得到的小分子化合物可能成为首个


















Regulated protein degradation is required for many important 
biological processes such as cell cycle, DNA repair, signal transduction, 
transcriptional regulation, endocytosis and stress responses
[1-2]
. 
Ubiquitin-dependent proteasome pathway is the key regulatory mechanism 
that controls the protein degradation. Accumulated evidence suggested 
that a subset of E3 ubiquitin ligases involve in tumorigenesis through 
regulating degradation of tumor suppressors and cell cycle regulators. 
Therefore, screening for small molecule modulators of these E3 ubiquitin 
ligases could be a promising drug development strategy for cancer therapy 
and is attracting intensive research efforts.  
Here we report a general high-throughput screening method, the first 
cell-based system, using two different fluorescent proteins and 
ubiquitin-protein-reference (UPR) technique to screen modulators for E3 
ubiquitin ligases. Taking advantage of this method, we successfully 
identified a novel compound as an inhibitor of E3 ubiquitin ligase Smurf1.  
The compound that we obtained from our screen could block both 
Smurf1-dependent Smad1 degradation and Smurf1-dependent RhoA degradation. 
In vitro ubiquitination assay showed that this compound could inhibit 
Smurf2 ligase activity, indicating that this compound likely works as an 
antagonist of the catalytic activity of the HECT domain. In contrast, this 
compound did not affect RING-type UBR family E3 ubiquitin ligases that 
we used as control in our screen. Similar to knocking down Smurf1 
expression, this compound inhibits the protrusive activity of HEK-293T 
cells in a RhoA-dependent manner. Treated with this compound, HEK-293T 
cells also resulted in a cell cycle arrest at G2/M phase and accompanied 















affect Smurf2 activity.This compound was cytotoxic to HeLa cells with an 
IC50 of 5.29 µmol/L. 
Thus, our study demonstrates that this screening method is a useful 
and efficient tool to identify modulators of E3 ubiquitin ligases. And 
the compound that we obtained might be the first identified small molecule 
inhibitor for HECT domain catalytic activity. 



















泛素活化酶（Ubiquitin activating enzyme）E1 
泛素结合酶（Ubiquitin conjugating enzyme）E2 
泛素连接酶（Ubiquitin ligase）E3 
蛋白酶复合体（Ubiquitin-proteasome system，UPS） 
HECT（Homologous to E6- associated protein Carboxyl-Terminus） 
RING（Really Interesting New Gene） 
TGF-β（Transforming growth factor-β） 
骨形态形成蛋白（Bone morphogenetic proteins，BMPs） 
受体型 SMADs（recptor SMADs，R-SMADs） 
抑制型 SMADs（Inhibitory Smads，I-SMADs） 
共用型 SMAD（Common-partner Smad，Co-SMAD） 
上皮-间质细胞转化（epithelial-to-mesenchymal transition，EMT） 
绿色荧光蛋白（Green fluorescent protein，GFP） 
蓝色荧光蛋白（Cyan fluorescent protein，CFP） 
黄色荧光蛋白（Yellow fluorescent protein，YFP） 





十二烷基磺酸钠（Sodium dodecyl sulfonate，SDS） 
磷酸缓冲液（Phosphate-buffered saline，PBS） 
二硫苏糖醇（DL-Dithioerythreitol，DTT） 
乙二胺四乙酸（Ethylene diaminetetracetic acid，EDTA） 
小牛血清白蛋白（Bovine Serum Albumin，BSA） 
聚丙烯酰胺凝胶电泳（Polyacrylamide gel electrophorisis，PAGE） 









































（Lys48）所形成的多泛素链标记，一般认为 4 个泛素分子构成的 Lys48 多泛素
链就可以诱导蛋白质被降解。底物蛋白通过泛素活化酶 E1、泛素结合酶 E2 和泛
























26S 蛋白酶体是由一个 20S 的核心颗粒（Core particle，CP）和 2 个 19S
的调节颗粒（Regulatory particle，RP）组成的一个分子量为 2.5 MDa 的巨大


































































E2 泛素结合酶的种类要比 E1 泛素活化酶多，例如在酵母 S. cerevisiae 中有 13
种 E2 泛素结合酶，在高等生物中可能有二、三十种 E2，其数目也是非常有限的，
不足以承担众多不同的蛋白质泛素化特异性的调控作用。而 E3 泛素连接酶的种
类要比 E2 泛素结合酶多很多，目前已知的已经超过 400 种，并且预计会有近千
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